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学位論文内容の要旨
魔王
口腔偏平上皮癌に認められる癌の顎骨破壊は､口腔癌細胞による破骨細胞の活性化によ
り誘導される｡癌細胞が産生するPTHrP(Parathyroidhormone-relatedPeptid:副甲状腺
ホルモン関連蛋白)などの破骨細胞誘導因子は､骨芽細胞のRANKL(ReceptorActivatorfor
NuclearFactorJCBLigand)発現を上昇させることによV)破骨細胞形成を誘導し､破骨細
胞性骨吸収を活発化させる｡Hedgehogシグナルは､生体における形態形成､細胞増殖､生
存をコントロールする重要な経路であるQ特に､Sonichedgehog(SHH)は､胎生期の肢芽
形成に関与しており､Hedgehogファミリー の中で重要な役割を担っている｡また､近年､
多くの悪性腫虜にHedgehogシグナルが関与している事が報告されているOしかしながら､
口腔癌による顎骨浸潤.骨破壊におけるSHHの役割はほとんどわかっていないのが現状で
ある｡
そこで､本研究では､口腔属平上皮癌における SHH の発現と､口腔癌の顎骨破壊にお
けるSHHの役割について明らかとすることを目的としたO
材料と方法
口腔属平上皮癌細胞株は UMl,UM2,HSC･2,HSC･3,HSC-4,SAS細胞を使用した｡SHH
ノックダウン細胞はSHH遺伝子の異なった3領域で選択し､作製したSHHsiRNAをCMV
発現ベクターに組み込み､SAS口腔属平上皮癌細胞にリボフェククミン法を用いて導入 し
た｡ 1mg/mlのネオマイシンでセレクションを行い､GFPシグナルで遺伝子導入されて
いる事を確認 し､RT-PCR法にてSHHの発現がノックダウンされていることを確認した0
破骨細胞前駆細胞として4適齢 C57Blackマウス大腿骨の骨髄細胞よりソー ティングによ
り単離した CDllb陽性細胞を使用した｡支持細胞としてマウス骨髄間質細胞 ST2を使用
した.細胞増殖能はMTSassayにて評価を行ったomRNA発現はRT-PCR法にて評価を
行った｡SHH の破骨細胞形成に対する影響について TRAP (tartarate･resistantacid
phosphatase)染色を行い評価したSHHの軟組織腫蕩増殖に対する影響については､5適
齢 BALBc-nu/nuマウス背部皮下にSAS細胞を移植 し作製したモデルを用いて評価した｡
腫蕩細胞と破骨細胞の相互作用により誘導される骨髄腔内での腫蕩増殖､骨破壊に対する
SHHの影響を評価するため､8週齢 BALBcnu/nuマウス大腿骨骨髄内にSAS細胞を移植
した骨破壊モデルを作製し､Ⅹ線学的､組織化学的に検討を行った｡invitroにおける破骨
細胞の形成についてはCDllb陽性細胞とST2細胞との共存培養系を使用した｡
笹異と考察
Ⅰ.口腔届平上皮癌におけるSHHの発現に関する検討
口腔属平上皮癌のSHH発現細胞のスクリー ニングにおいて､骨に対して浸潤能の高いSAS
細胞が SHH を高発現していることが明らかとなった｡そこで,この SAS細胞に対して
sHHsiRNAを遺伝子導入する事によって SHHノックダウン細胞を作製し､口腔偏平上皮癌
の骨破壊におけるSHHの役割について以下の検討を行った｡
Ⅱ.SHHの腫疲増殖における役割
① SHHの腫疲増殖に関する検討
invitroでの腫疲増殖について､MTSassayを用いて検討を行ったところ､SHHsi導入SAS
細胞群は､コントロール群と比較して､増殖能に有意差を認めなかった｡一方､invivoマウ
ス背部皮下腫蕩移植モデルにおいてSHHsi導入SAS細胞群では､コントロール群と比較して､
その腫蕩増殖が有意に低下する事が明らかとなった｡
② SHHの腫療血管新生に関する検討
SHHは､invitroでの腫癌増殖について影響を及ぼさないが､invivoでのみ腫癌増殖の
低下を認めたことから､腫癌血管新生に着目したoマウス背部皮下移植腫癌の切片をCD31
抗体を用いて染色し､新生血管腔面積と血管周園長について測定したところ､SHHsi導入
SAS細胞群では､コントロール群と比較して､血管新生が有意に低下していた｡この事か
ら､invivoにおいてSHHは､血管新生を促す事によって腫癌増殖を促進する事がホ唆され
た｡
ⅢSHHの骨内での腫疲増殖と骨破壊における役割
① マウス大腿骨骨髄腔内腫癌細胞移植モデルでの破骨細胞性骨吸収に関する検討
癌骨破壊モデルにおいて､SHHsi導入SAS細胞群では､コントロール群と比較して､有
意に骨髄腔内での癌細胞の増殖ならびに骨破壊が低下した｡
また､癌骨破壊モデルを組織学的に検討したところ､SHHsi導入SAS細胞群では､コント
ロール群と比較して､骨髄中の破骨細胞形成が有意に低下することが明らかとなった｡
② 共存培養系における破骨細胞形成に関する検討
マウス骨髄間質細胞ST2細胞とCDllb陽性細胞との共存培養を行い､SHHを加えて破
骨細胞形成について検討した｡SHHを加えると､破骨細胞形成を濃度依存的に促進させる
事が明らかとなった｡また､この共存培養系に破骨細胞誘導因子であるPTHrPを一定濃度
ずつ加えたところ､同様に破骨細胞形成を SHH の濃度依存的に促進させたが､SHH と
PTHrPの間に相乗効果と呼べる変化は認めなかったO
そこで､SHHがST2に対する影響について検討した｡ST2細胞に対してSHHを加える
と､RANKLの発現の増加を認めた｡ 一方で､SHH はOPGの発現を減少させることが明
らかとなった｡SHHの血管新生作用は骨微小環境下においても腫療増殖を促進させる因子
であるが､これらの事より､SHHは骨髄間質細胞に作用し､RANXLの発現を増加させる
事により､破骨細胞形成を促進させ､破骨細胞性骨破壊を引き起こしている事が明らかとな
った｡
基垂
口腔后平上皮癌から産生される SHH は骨髄間質細胞に作用し､骨髄間質細胞における
RANKL発現をIJIJ進､OPG発現を減少させることで､破骨細胞形成を促進する事が見出され
た｡
これらの結果から､SHHは口腔属平上皮癌による顎骨破壊に関与する新たな因子の一つで
あり､口腔癌による顎骨破壊病変における標的分子となる可能性が示唆された｡
学位論文審査結果の要旨
口腔癌において頻発する癌骨破壊は､患者のQOLの著しい低下を引き起こすことから､
癌骨破壊の制御は口腔癌の治療戦略上非常に重要である｡本研究で検討 された solic
Hedgehog(SHH)は生体の形態形成､細胞の生存､増殖をコントロールする重要な因子で
ある｡近年､多くの悪性腫虜でHedgehogシグナルの関与が明らかとなり､癌細胞の生存､
増殖を促進することが明らかとなった｡ しかし､口腔偏平上皮癌による骨浸潤､骨破壊
におけるSHHの関与については不明である｡申請者は､口腔偏平上皮癌におけるSHHの
役割について検討し､以下の結果を得た｡
①口腔属平上皮癌細胞株のスクリー ニングにおいて､骨に対して浸潤能の高い SAS細胞
がSHHを高発現していた｡
②invitroにおける細胞増殖能の検討では､SHHsiRNA導入SAS細胞群はコン トロール群
と比較して､増殖能に有意差を示さなかった｡一方､invivoマウス背部皮下腫疾移植モ
デルにおいてSHHsiRNA導入 SAS細胞群では､コントロール群と比較 して､その腫痩径が
有意に低下した｡
③マウス背部皮下移植腫虜におけるCD31抗体を用いた免疫組織学的な検討結果では､SHH
siRNA導入SAS細胞群では､コントロール群と比較して血管新生が有意に低下した｡
④癌骨破壊モデルにおいて､SHHsiRNA導入 SAS細胞群では､コントロール群と比較して､
有意に骨髄腔内での癌細胞の増殖ならびに骨破壊が低下した｡組織学的にはSHHsiRNA導
入 SAS細胞群では､コントロール群 と比較して､骨髄中の破骨細胞数が有意に低下した｡
⑤マウス骨髄間質細胞 ST2細胞とCDllb陽性細胞との共存培養系において､SHHは破骨細
胞形成を促進 したQ
⑥sHHによりST2細胞ではRANKLの発現上昇とともに､OPGの発現減少を認めたO
以上の結果より口腔偏平上皮癌から産生されるSHHは骨髄間質細胞に作用し､骨髄問質
細胞におけるRANKL発現をIJl.進､opG発現を減少させて破骨細胞形成を促進 し､一方で､
血管新生を促進させ､口腔属平上皮癌骨破壊に関与する新たな因子の一つである事が明ら
かとなった｡本研究結果は､新たな癌治療戦略を開拓する上で有用な知見と考えられる｡
また本論文はOralOncology話に掲載されており､その学術的価値には保証がある｡よっ
て､審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める｡
